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บทคัดย่อ 

ปัจจุบันได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อไวรัสจากตัวอย่างสารคัดหลั่งในเยื่อบุช่องปาก (oral fluid) 
ออกมาอย่างต่อเนื่องทั้งในคนและสัตว์ เช่น การตรวจหาเชื้อ HIV หรือ AIV ส านักเทคนิคและวิชาการสัตว์บกจึง
ได้ท าการพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อ PRRSV จาก oral fluid ของสุกร แต่เนื่องจากปริมาณเชื้อไวรัสใน oral fluid 
มีปริมาณไม่มากและยังมีสารยับยั้งอื่นๆ ส านักเทคนิคฯ จึงได้พัฒนาวิธีสกัดและตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ 
PRRSV โดยการบ่มด้วย proteinase K ก่อนน าไปสกัดสารพันธุกรรมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัย
เชื้อ PRRSV จาก oral fluid ของสุกร และท าการเปรียบเทียบผลการตรวจหาเชื้อ PRRSV พบว่าวันที่ 7 หลังจาก
ให้วัคซีนสามารถตรวจพบเชื้อ PRRSV ในตัวอย่าง oral fluid และซีรั่มอย่างไม่มีความแตกต่างกัน 
 
ABSTRACT 
 Currently, the detection of virus infection from oral fluid samples is developed in many 
laboratories, such HIV and AIV. Animal Health and Technical Service Office (AHTSO) laboratory 
developed the methods to detect PRRSV from swine oral fluid. The oral fluid has a few of viruses 
and a large amount of inhibitors. Therefore, our laboratory uses the proteinase K to incubate before 
extraction which can be analyzed the PRRSV infection in the swine oral fluid efficiency. On the 7th 
day after PRRSV vaccination, the results of detection between oral fluid and serum are not 
significant difference in every barn. 
 
ค าส าคัญ: PRRSV, น้ าลาย, proteinase K   
Keywords: PRRSV, oral fluid, proteinase K  
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บทน า  
โรค Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) เป็นโรคที่มีความส าคัญทาง

เศรษฐกิจ และมีผลกระทบต่อฟาร์มสุกรเป็นอย่างมาก ปัจจุบันมีการตรวจหาเชื้อ PRRSV จากซีรั่มของสุกร 
โดยท าการเจาะเลือดจากบริเวณคอ (jugular vein) ซึ่งต้องใช้แรงงานและเวลามาก และท าให้เกิดสภาวะ
เครียดต่อสุกร ดังนั้นจึงได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อไวรัส PRRS จากสารคัดหลั่ง เช่น oral fluid ซึ่ง
ประกอบด้วย oral mucosal transudate และน้ าลาย เนื่องจาก oral fluid มีวิธีการเก็บที่ง่าย ใช้แรงงานน้อย 
และสามารถลดสภาวะเครียดในสุกร ท าให้ปัจจุบันมีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับ oral fluid จ านวนมาก จาก
การศึกษาพบว่าสิ่งมีชีวิตที่มีการติดเชื้อไวรัสหรือแบคทีเรียสามารถตรวจพบเชื้อ (pathogen) และแอนติบอดี 
(antibody) ใน oral fluid ได้ เช่น เชื้อ PRRSV, classical swine fever virus (CSFV), porcine circovirus 
type 2 (PCV2) และ swine fever virus (SIV) เป็นต้น (Kittawornrat et al., 2010) แต่เนื่องจากยังไม่มีรายงาน
วิธีการตรวจหาเชื้อ PRRSV จากตัวอย่าง oral fluid ในประเทศไทย ส านักเทคนิคฯ จึงได้พัฒนาวิธีการสกัดที่
เหมาะสมต่อการตรวจหาเชื้อ PRRSV จากตัวอย่าง oral fluid เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและความไวในการ
ทดสอบ และท าการเปรียบเทียบผลการทดสอบการตรวจหาเชื้อ PRRSV จากตัวอย่าง oral fluid กับตัวอย่าง
ซีรั่ม เพื่อศึกษาประสิทธิภาพและความไวในการทดสอบ และน ามาเป็นต้นแบบในการพัฒนาการเก็บตัวอย่าง
และตรวจหาเชื้อชนิดอื่นๆ จากตัวอย่าง oral fluid ต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การคัดเลือกวิธีการสกัดสารพันธุกรรมจาก oral fluid ที่เหมาะสม 

1.1 การสกัดสารพันธุกรรม 
เก็บตัวอย่าง oral fluid ที่ผ่านการตรวจหาเชื้อ PRRSV โดยวิธี RT-PCR จากสุกรที่ปราศจากการติด

เชื้อ ผสมกับวัคซีนเชื้อเป็น PRRSV สายพันธุ์ EU (Amervac) และ สายพันธุ์ US (Ingelvac) ให้มีความเข้มข้น
ของเชื้อแต่ละสายพันธุ์เท่ากับ 105, 104, 103, 102 และ 101 TCID50/ml ตามล าดับ จากนั้นท าการสกัดสาร
พันธุกรรมด้วยวิธีมาตรฐาน (TRIzol) วิธีของชุดสกัด magnetic beads (จ านวน 6 ชุดการทดสอบ) วิธีของชุด
สกัด spin column (Viral Nucleic Acid Extraction Kit II, Geneaid) และวิธีการประยุกต์โดยใช้ proteinase 
K ความเข้มข้น 20 mg/ml ปริมาตร 10 µl ท าปฏิกิริยาร่วมกับตัวอย่าง oral fluid  เป็นเวลา 15 นาที ก่อนน าไป
สกัดสารพันธุกรรมด้วยวิธีของชุดสกัด spin column 

1.2 การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยวิธี RT-PCR 
สารพันธุกรรมจะถูกน ามาเพิ่มจ านวนด้วยวิธี RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ ได้แก่ 1010PLS  

(5’-ATGGCCAGCCAGTCAATCA-3’) ร่วมกับ 1011PLR (5’-TCGCCCTAATTGAATAGGTG-3’) ซึ่งจะได้
แถบ PCR product ของสายพันธุ์ EU และ US ที่มีขนาดประมาณ 393 และ 433 คู่เบส ตามล าดับ และ 
NSP2F (5’-AAAGACCAGATGGAGGAGGA-3’) ร่วมกับ NSP2R (5’-GAGCTGAGTATTTTGGGCGTG-3’) 
ได้แถบ PCR product ของสายพันธุ์ US และ US-CN ที่มีขนาดประมาณ 757 และ 667 คู่เบส ตามล าดับ 

2. การเปรียบเทียบผลการตรวจหาเชื้อ PRRSV ในตัวอย่างซีรั่มและ oral fluid โดยวิธี RT-PCR 
น าสุกรที่ปราศจากเชื้อ PRRSV เลี้ยงในห้องทดลองจ านวน 2 ห้อง แต่ละห้องแบ่งสุกรออกเป็นเล้าละ 

15 ตัว จ านวน 9 เล้า โดยเล้าที่ 1-3 ให้วัคซีนเชื้อเป็น PRRSV สายพันธุ์ US เล้าที่ 4-6 เป็นเล้าควบคุม และเล้า
ที่ 7-9 ให้วัคซีนเชื้อเป็น PRRSV สายพันธุ์ EU และท าการเก็บตัวอย่างเพื่อน าไปสกัดสารพันธุกรรมและเพิ่ม
จ านวนโดยวิธี RT-PCR ดังต่อไปนี้ 

2.1 ตัวอย่างซีรั่มสุกร 
ท าการเจาะเลือดบริเวณคอสุกร ปริมาตร 8 ml ก่อนท าการทดลอง และสุ่มเก็บตัวอย่างซีรั่มสุกร 10 

ตัวต่อเล้า ในวันที่ 0, 2, 5, 7, 14 และ 21 ภายหลังจากที่สุกรได้รับวัคซีน เพื่อน ามาสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อ 
PRRSV โดยใช้วิธีของชุดสกัด spin column  
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2.2 ตัวอย่าง oral fluid สุกร 
ให้สุกรกัดเชือกที่ผูกอยู่ภายในเล้าเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นท าการรีด oral fluid เก็บในหลอดทดลอง

ปริมาตร 13 ml และน ามาปั่นที่ 8,000g เป็นเวลา 30 วินาที เพื่อแยกส่วนตะกอนและน้ าออกจากกันก่อนท า
การสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อ PRRSV โดยวิธีการประยุกต์โดยใช้ proteinase K ดังท่ีได้กล่าวมาข้างต้น 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
เนื่องจาก oral fluid มีสารประกอบและเอนไซม์ต่างๆ เป็นจ านวนมาก ผู้ทดลองจึงท าการคัดเลือกวิธีการ

สกัดสารพันธุกรรมให้มีความเหมาะสมกับตัวอย่าง oral fluid ซึ่งผลการทดลองเปรียบเทียบวิธีสกัดสารพันธุกรรม
แบบต่างๆ  พบว่าวิธีสกัดมาตรฐาน (TRIzol)  และวิธีของชุดสกัด magnetic beads บางชนิด ไม่สามารถสกัดสาร
พันธุกรรมของเชื้อ PRRSV ในตัวอย่าง oral fluid ได้ และวิธีการสกัดสารพันธุกรรมแบบ spin column สามารถ
สกัดสารพันธุกรรมของเชื้อ PRRSV สายพันธุ์ EU และ US ได้ดีที่สุด โดยความเข้มข้นที่น้อยที่สุดของเชื้อ PRRSV 
ใน oral fluid ที่สามารถสกัดไดป้ระมาณ 101 และ 102 TCID50/ml ตามล าดับ ดังรูปที่ 1 เมื่อท าการประยุกต์วิธีการ
สกัดสารพันธุกรรมโดยบ่ม proteinase K กับตัวอย่าง oral fluid ก่อนท าการสกัดสารพันธุกรรมด้วยวิธี spin 
column จะช่วยเพิ่มความสามารถในการสกัดสารพันธุกรรมจากตะกอนของน้ าลายได้ ดังรูปที่ 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 แสดงผลการสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อ PRRSV จาก oral fluid ด้วยชุดสกัดแบบ spin column (lane M; 100 bp 
DNA ladder plus marker, lane 1-5 และ lane 7-11; เชื้อ PRRSV สายพันธุ์ EU และ US ใน oral fluid ที่ความเข้มข้นของเชื้อ
ไวรัสเท่ากับ 105, 104, 103, 102 และ 101 TCID50/ml ตามล าดับ, lane 6 และ 12; ตัวอย่าง oral fluid มาตรฐานที่ปราศจากเชื้อ 
PRRSV, lane EU; PRRSV EU strain RNA positive control, lane US; PRRSV US strain RNA positive control, lane CN; 
PRRSV US-CN strain RNA positive control และ lane neg; negative control)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2 แสดงผลเปรียบเทียบการสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อ PRRSV จากน้ าลายด้วยชุดสกัดแบบ spin column แบบปกติ 
และ แบบบ่มด้วย proteinase K (lane mix; ตัวอย่าง oral fluid ที่ไม่ได้ปั่นตกตะกอน, lane sediment; ตัวอย่างตะกอน oral 
fluid และ lane supernatant; ตัวอย่างน้ าใสส่วนบนของ oral fluid หลังปั่นตกตะกอน) 

M  1   2   3  4   5   6    7    8   9  10 11 12 EU US CN M neg 
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ผลการเปรียบเทียบผลการตรวจสอบเชื้อ PRRSV ในตัวอย่างซีรั่มและ oral fluid จากการทดลอง
พบว่าสามารถตรวจพบเชื้อ PRRSV สายพันธุ์ EU และ US ได้ตั้งแต่วันที่ 5 และสามารถตรวจพบครบทุกเล้า
วันที่ 7 หลังให้วัคซีน ดังตารางท่ี 1  

 
ตารางที่ 1 แสดงผลการเปรียบเปรียบเทียบผลการตรวจสอบเชื้อ PRRSV ในตัวอย่างซีรั่มและ oral fluid 

Strain US EU 
House 7/1 7/2 7/1 7/2 
Barn 1 2 3 1 2 3 7 8 9 7 8 9 
Sample S O S O S O S O S O S O S O S O S O S O S O S O 
Day 0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Day 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Day 5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + - + + 
Day 7 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Day 14 + + + + + + - + + + - - - - + - - - + + + - - + 
Day 21 - + - - - + + + + - + - + - + - + - + - + - - - 
S = serum, O = oral fluid 
 

สรุปผลการทดลอง 
 ส านักเทคนิคและวิชาการสัตว์บกสามารถพัฒนาวิธีการสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อ PRRSV จาก
ตัวอย่าง oral fluid โดยการประยุกต์ใช้ proteinase K ร่วมกับชุดสกัดแบบ spin column ซึ่งเป็นการเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการสกัดสารพันธุกรรมได้ดียิ่งขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจหาเชื้อ PRRSV จาก
ตัวอย่าง oral fluid เพื่อใช้ทดแทนการตรวจหาเชื้อจากตัวอย่างซีรั่ม พบว่าจะให้ผลการทดสอบที่ไม่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญในวันที่ 7 หลังให้วัคซีน 
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